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Repressor wird sehr schnell abgebaut—> notwendig fir Auxinantwort—>evtl. Substrat fiir SCF



Identifikation des SCF-Ubiquitin—Ligase
Komplexes

Ziel

e |dentifizierung von weiteren Bestandteilen des SCF-
Komplexes

e Untersuchung einer moglichen Interaktion von TIR1 mit
ASK1, ASK2 und AtCull zur Bildung eines SCF-Komplexes

* Untersuchung der Bedeutung verschiedener Bestandteile
des SCF-Komplexes



Expression des TIR1-Gens

Wird TIR1 in sich teilendem Gewebe
exprimiert?



Methode Southern Blot Waestern Blot Northern Blot

Was wird untersucht?

Ziel

Restriktionsverdau

Gel zur Auftrennung

Gelbild

Methode

DNA

Anzahl der Kopien
eines Gens

Protein

Menge eines Proteins

Aufreinigung

Mit wahllos
schneidenden
Enzymen

Agarosegel

Schmier

Markierung der Ziel-
DNA mit
komplementarer,
markierter Sonde

Keine Restriktion
SDS-Page
(Polyacrylamid)

Strake Banden durch
besonders haufige
Proteine

Antikorpernachweis

Transkriptmenge

Keine Restriktion

Agarosegel

Primar rRNA sichtbar,
da mRNA in viel
geringeren Mengen

Markierung der Ziel-
RNA mit
komplementarer,
markierter Sonde



Expression des TIR1-Gens
Wird TIR1 in sich teilendem Gewebe exprimiert?

Northern blot:

& & * Markierung der TIR1-mRNA aus
: S . .
& Py verschiedenen Geweben mit
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Expression des TIR1-Gens
Wird TIR1 in sich teilendem Gewebe exprimiert?

Northern blot:

 Markierung der TIR1I-mRNA aus
verschiedenen Geweben mit
radioaktiver Sonde

Gus-Farbung

* Erzeugung eines Reportergens aus
einem Fragment vor dem TIR1-
Gen und einem

3-Galactosidasegen (gus)
B° Anfarbung des gus-Reporters
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Expression des TIR1-Gens
Wird TIR1 in sich teilendem Gewebe exprimiert?

In situ RNA — Hybridisierung:

Probe Sonde F“:'“"“Zf" bstoff  Epifluoreszenzmikroskopie
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Fixierun Detektio
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"RNA

Hybridisierung -

Ty v
T s
fluoreszenzmarkierte

Oligonukleotidsonden



Expression des TIR1-Gens
Wird TIR1 in sich teilendem Gewebe exprimiert?

( In situ RNA-Hybridisierung:
[ - _1_{_‘ L * StUtzung der Ergebnisse

« Komplementare Sonde (Antisense)
aus RNA bindet an die

nachzuweisende Nukleinsaure
(hier an TIR1I-mRNA)

Antisense-Sonde

- TIR wird v.a. in sich teilendem und
wachsenden Gewebe exprimiert

|=

N

Sense-Kontrolle



TIR1 wirkt bei der frihen
Seitenwurzelbildung

Spielt TIR1 bei der Bildung von
Seitenwurzelmeristemen eine Rolle?



Spielt TIR1 bei der Bildung von
Seitenwurzelmeristemen eine Rolle?
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LR = Anzahl der Seitenwurzeln

* Erzeugung eines cyclAt-gus Reporter
in TIR1-Mutante und WT
* Behandlung mit Auxin

— im Wt deutlich mehr Zellen kurz vor
Teilung, als in TIR1-Mutante

- TIR1 wirkt vor cyclAt-Expression
und ist wahrscheinlich notig fir
Seitenwurzelmeristembildung!

CGF = Menge des cyc1At-gus Reporters



Identifizierung von mit TIR1 intergierenden
Proteinen

Yeast One-Hybrid System

e Aufklarung von Protein-DNA-Interaktion

bzw. potentiellen DNA-bindenden Proteine fur definierte
DNA-Sequenz

Yeast Two-Hybrid System

e zur Aufklarung von Protein-Protein-Interaktionen



Identifizierung von mit TIR1 intergierenden
Proteinen

Yeast Two-Hybrid System:

Pr1/Pr2
association

Prl

Pr1= Zielprotein (hierTIR1)
Binding to gene

Pr2= gesuchtes Protein promoter

(hier aus cDNA-Bibliothek) .
Gene activation

Reportergene

DNA

Quelle:
http://www.specmetcrime.com/yeast%20two%20hybrid%20approach%20.gif



Identifizierung von mit TIR1 intergierenden
Proteinen

Yeast Two-Hybrid System:

 TIR1 mit DBD und cDNA (aus Arabidopsis-Bibliothek) mit
AD in Hefestamm transformiert, der kein Histidin

herstellen kann

* Isolierung und Sequenzierung von Proteinen aus
wachsenden Kolonien, welche His produzieren

* |solierung von ASK1 und ASK2, stark homolog zu
SKP1 (=Teil des SCF-Komplexes in Hefe und Sauger)

—->TIR1 bindet an etwas, das Teil eines SCF-Komplexes ist!



Wird die Interaktion von TIR1 mit ASK1 und ASK2
durch die F-Box in TIR1 vermittelt?

- -3 .
LT 1

TIK 1l vecior
TIR1/ASK]1

TIR1,,,, /ASKI

TIR1,, /ASKI
TIRVASK2
TIRL, . JASKI

TIRL, FASKZ

Yeast Two-Hybrid assay



Wird die Interaktion von TIR1 mit ASK1 und ASK2
durch die F-Box in TIR1 vermittelt?

- -3 |
w: 1w W 1™

e bei F-Box-Mutante keine

T1R1/vector Interaktion

TIR1/ASK]1

—>F-Box notwendig

TIR1,,,, /ASKI

TIR1,, /ASKI
TIRVASK2
TIRL, . JASKI

TIRL, FASKZ

Yeast Two-Hybrid assay



Wird die Interaktion von TIR1 mit ASK1 und ASK2
durch die F-Box in TIR1 vermittelt?

e bei F-Box-Mutation
TIRL/vector keine Interaktion

TIR1/ASK]1

- F-Box notwendig

TIR1, ,, /ASKI * nur geringe Interaktion

(evtl. noch andere
Bereiche fur Bindung
wichtig oder z.B. falsche
Faltung)

TIR1,, /ASKI
TIRVASK2

TIKI PIMJ’ASHZ
—>F-Box alleine reicht fiir

TIR1, /ASKZ . .
Interaktion nicht aus

Yeast Two-Hybrid assay



Wie interagiert TIR1 mit ASK1 und ASK2 in

Pflanzen?
Immunopricipitation Durchfiihrung
= Aufkonzentration eines e Rohextrakt aus Keimlingen
Antigens in einer Losung mit TIR1-myc

mittels eines Antikorpers

* Nachweis von TIR1-myc
Proteins durch
monoklonalen
c-myc-Antikdrper

 Blotten auf Membran

e Untersuchung mit
Antiseren (a-ASK1 und
o- ASK2)

* Nachweis von ASK1 und
ASK?2



Identifizierung weiterer Bestandteile des
SCF-Komplexes

Westernblot mit Antiserum
gegen AtCUL1
(codiert fur Cullin-Protein)

m-ALCUL1

- AtCUL1 interagiert mit
wemye TIR1

m-ASK1

- Interaktion ist nicht von
der F-Box abhangig



Identifizierung weiterer Bestandteile des
SCF-Komplexes

= in Hefe: keine Interaktion von F-Box —Mutante
(TIR1P10A) mit ASK1 und ASK2

-» in Pflanzen: Interaktion trotz defekter F-Box moglich

- TIR1-Sequenz auRerhalb der F-Box auch wichtig fiir
ASK-Bindung + Assoziation mit Skp1



ASK wird fur eine normale Auxinantwort benotigt

 WT auf Auxinmedium,
kein weiteres Wachstum, da

zu hohe Auxinkonzentration

e askl-1-Mutante ist
auxinresistent, reagiert wie WT
ohne Behandlung mit
exogenem Auxin




ASK wird fur eine normale Auxinantwort benotigt

1]

% inhibition

] 0.1 0.2 03
[2,4-D] uM

)= we

& -tir1

S T -
[ ask1-1

| & =tirl-1, askl-1

04

W

0.5

 WT reagier als erstes
und am starksten
— frihe Inhibierung der
Seitenwurzelbildung

* Doppelmutante
(tirl-1, ask1-1) starker
resistent als einzelne
Mutanten

—>Bestatigung, dass ASK1 und
TIR1 interagieren!



TIR1-Uberexpression begiinstigt Auxinantwort

L]
PG‘.'G'TIR] Col P“‘;G‘Pluﬁ

Py TIRL Py PI0A e Frzeugung einer gain-

Dex - + ';& + of-function Mutante
W & B (P.,TIRY), die bel
Behandlung mit

Nothern Blot Kontrolle Dexa.m.ethazone TIR1
exprimiert

TIR1

* PcycTIR1 durch Dexametazone-Behandlung
ahnlicher Phanotyp, wie TIR1-Mutante ohne
Behandlung

* F-Box-Mutante bei TIR1-Uberproduktion

gleicher Phanotyp wie WT, kein veranderter
Habitus

Keimlinge im Licht



TIR1-Uberexpression begiinstigt Auxinantwort

FG‘I- ;_;-Tl K1 ol P""-T“'P.I.“;L

e Etiolierung auxinabhangig

* Py TIR1 stark veranderter Habitus
— Deetiolierung und Hemmung
des Hypokotylwachstums

e F-Box-Mutante kein verandertes
Verhalten durch TIR1-
Uberexpression

Keimlinge im Dunkeln



TIR1-Uberexpression begiinstigt Auxinantwort

- TIR1-Uberexpression hat den
gleichen Effekt, wie eine
Auxinbehandlung vom WT!

- TIR1 ist konzentrationsabhangige
Komponente!

- Nicht nur TIR1, sondern gesamter
SCF-Komplex ist notwendig!

Keimlinge im Dunkeln



Férdert TIR1-Uberexpression wirklich die
Auxinsignalgebung?

e Untersuchung von
Uberexpressionslinien von TIR1

mit gus-Reporter

* TIR1-Uberexpression dhnlichen
( Phanotyp wie Behandlung mit

- dex

exogenem Auxin

‘ —>allein Menge an TIR1 entscheidend
fur Ausbildung von Auxin-Phanotyp!

; - TIR1 und SCF-Komplex haben
| zentrale Rolle im Signalgebungsweg!

+ dex

+ 2.4-1)



Zusammenfassung

TIR wird in sich teilendem und wachsendem Gewebe exprimiert
(Northern Blot, in situ-Hybridisierung, gus-Farbung)

TIR1 wird vor Cyc1At exprimiert (evtl Uberwindung der G,-Phase bei
Zellteilung)

Interaktion von TIR1 mit ASK1 und ASK2
—>TIR1 bindet an etwas, das Teil des SCF-Komplexes ist

In Hefe F-Box und andere TIR1-Komponeten fiir SCF-Komplex-Bildung
notwendig

Identifizierung von AtCUL1 als Bestandteil des SCF-Komplexes

F-Box in Pfllanzen nicht fir Interaktion mit AtCUL1 notwendig (anders als in
Hele)

TIR1-Uberexpression hat den gleichen Effekt, wie eine Auxinbehandlung vom
WT!

TIR1 ist konzentrationsabhangige Komponente!

Nicht nur TIR1, sondern gesamter SCF-Komplex ist notwendig!

allein Menge an TIR1 entscheidend fir Ausbildung von Auxin-Phanotyp!
TIR1 und SCF-Komplex haben zentrale Rolle im Signalgebungsweg!
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Weitere mogliche Fragestellungen

- Wie reguliert Auxin den AXR1-SCFTIR1-Signalweg

—2>Noch kein Rezeptor identifiziert

-Auxin-Signalweg reguliert Zusammensetzung, Lokalisation
oder Aktivitat des SCFTIR1

- gibt es eine Kinase, die, wie bei Hefe u. Saugern, SCF —
Substratproteine phosphoriliert? = fir Abbau durch SCF
erkennbar



